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グリ オ ー マ の 化学療法の 効果を規定する因子 と して 薬剤耐性 は重要 であり, 現在まで に さまざまな薬剤耐性関連蛋白が
同定さ れ て い る. また , 腫瘍細胞に み ら れ る 多剤耐性機構の な か で P 糖蛋白 の 関与 しな い 多剤耐性細胞に は ･ 多剤耐性関連蛋
白(m ultidrugr e Sista n ce- a S O Ciated pr otein , M RP)が発現 して 耐性を担 っ て い る こ とが 知 られ て
い る･ 本研 究で は･ グ リ オ ー マ
の 薬剤耐性 にお ける M R Pの役割を知 るた め に, 手術標本と ヒ ト グリ オ 岬 マ 細胞株 における そ の 発現 と薬剤感受性の 関係 に つ
い て 検索 し た . 対 象は , 手術時 に採取 さ れ た グリ オ
ー マ 組織 20例(膠芽臆11例 , 退形成星状細胞腫6例 , 星状御砲艦3例)･
正 常脳組織3例 お よ び ヒ ト グ1) オ
ー マ 細胞 株4種類 (U 87 MG, U 2 51 M G, U 3 73 M G, T 98 G) を用 い た ･ 手術標本で は, M RP
m R N Aの 発現と 蛋白 レ ベ ル の 局在 を 逆転写(r eve r setra n sc riptitio n, R T)-P C R と免疫組織化学を用い て 観察 した ･ そ の 結果,
M RPm R N Aの 発現 は膠芽濃11例中9例, 退形成星状細胞膿6例中3例 にみ られ , 免疫組織化学的 に は M RP は膠芽腫11例中9
例 , 退形成星状細胞腺6例中3例 に陽性であり腫瘍細胞の 細胞質内に顆粒状 に発現 して い た ･ 星状細胞腫お よ び正 常脳組織に
ぉ い て は 陽性所見 は み ら れ なか っ た . 腫瘍 の 悪性度 に伴 い M R P陽性腫瘍湖胞数が増加す る傾向が み ら れ た ･ 細胞株で は ,
M RPの m R N A と蛋白の 発現量をそれぞれ定量的R T P C R と ウエ ス タ ン プ ロ ッ ト法を用 い て半定量化 した . す べ て の 細胞殊に
ぉ い て M R Pの m R N Aと 蛋白 の 発現 が み ら れ た. 細胞株間の M R Pの m R N A お よ び蛋白 の 発現量は い ずれ の 方法 に お い て も
u 87 M G での 発現 が最も少なく , つ い で U 251 M G, U 373 M G, 耶 8 Gの 順 に発現量 は増加 し て い た. T 98 Gの MRPの mR N A と蛋
白の 発現量は と もに U 87 M Gの 発現量の 約4.5倍で あ っ た . 4種類の 薬剤[ア ドリ ア マ イ シ ン (ad ria mycin, A D M), V P
-16(エ ト
ポ シ ド), シ ス プ ラ チ ン (cis-dia m min edichlor oplatin u m, C D D P), ニ ム ス テ ン【nim u stin e, 1
-(4- a min o-2- m ethyト5-
p yrimidinyl)m ethyl-3一(2- Chlo r o ethyl)-3-nitr o s o urea, A C N U]] に対する薬剤感受性試験で は, い ずれ の 薬剤 に対 し ても U 87M G
の 50 %増殖抑制濃度(50% inhibito ry c o n centratio n ofc ellgro wth,IC5 ｡) が最も低か っ た ･ T98G は耐性度が最も高くU 87 M G に
比 べ て A D M に対 し て 28胤 V P-16 に49倍, C D D P に8.3倍, A C N U に 17倍 の 相対耐性度を有 して い た ･ A D M, V P
-16と
c D D P に村する薬剤耐性度 は, U 87 M G, U 251 M G, U373 M G,T 98 Gの 順 に増加 して お り 各細胞株間の M RPの m R N A お よび 蛋白
の 発現量と よく相関 して い た. しか し, A C N U に対す る薬剤耐性度 と M RPの 発現量の 間 には 明ら か な 関連性 は認め られ なか
っ た . M RPの 発現量が最も多い T 98 Gを使用 し て M R P に特異的な ア ン チ セ ン ス オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ドを投与 し, M RPの 党規抑
制 に伴う薬剤感受性 の 変化を ア ン チ セ ン ス オ リ ゴ法 に て検討 し た ･ ア ン チ セ ン ス オ リ ゴ ヌ ク レ オチ ド投与 によ る M RP蛋白の
発現量 は コ ン ト ロ ー ル の 発現量 に比 して 約25 % に減少 して い た . ア ン チ セ ン ス オリ ゴ ヌ ク レ オ チ ド投与彼の A D M, VP
-16 と
C D D P に対するI C5 ｡情 は コ ン トロ ー ル の IC5｡値 に比 し て有意 に低下 し て お り, そ れ ぞ れ の 薬剤に対す る感受性は コ ン トロ
ー ル
に比 して6.2倍, 6.6倍, 4.3倍 に増加 して い た . AC N U に対する感
l受性 に は変化 はみ られ なか っ た ･ 以 ヒの 結果か ら ･ グ
1)オ
ー マ 組織 に お ける M RPの 発現 は そ の 悪性度と薬剤白然耐性 に関連 し て い る もの と推定 さ れ た ･ --
･ノノ, ヒ ト グリ オ ー マ 細胞株
に お い て は M R P が多剤耐性 に関与 し て い る こ と が 示唆さ れ た .
Key w o rds m ultidr ug r e sista n ce
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グリ オ ー マ は
, 原発性悪性脳腫瘍 であり浸潤性 に発育する た
め外科的治療 に よ る仝摘出は困難 であり , 放射線療法, 化学療
法お よ び 免疫療法 の 併用に よ る集学的治療が行わ れ て い る . し
か し, こ れ ら の 治療 に 対する反応性 が低い た め 現在の 治療成績
は必ず しも満足できる レ ベ ル に達 して い ない . 中で も グリ オ
ー
マ の 化学療法剤 に対す る感受性はきわ め て低く, 血液脳関門の
存在 に よ る 薬剤到達性の 問題
1)や 腫瘍細胞白身が薬剤耐性を有
して い る こ と が 臨床上 の 大きな問題点 と な っ て い る .
其剤耐性 に関与す る機序と して 腫瘍細胞の P糖蛋白 の 発現が
知ら れ て い る が , P糖蛋白は A T P をエ ネ ル ギ
ー 源と して薬剤を
細胞外 に排出 して 耐性 を獲得 して い る こ と が 知 られ て い る
2):与)
現在まで に グリ オ ー マ にお ける P糖蛋白 の 発現 に つ い て は
一 部
平成 9年11月12日受付, 平成10年1月16日受理
Ab br e viatio n s: A C N U, 1-(4- a r nin o-2- m ethyl-5-pyrimidinyl) m ethyl-3-(2-Chlor o ethyl)
-3-nitro s o u r e a; A D M,
adria mycin;bp, bas epairs;C D D P, Cis-dia m minedichlor oplatin u m;F B S,f6tal bovin e s e ru m;G A P D H, g
lyce raldehyde-
3-phosphate dehydr ogen as e;IC50, 50% inhibitory c o n ce ntratio n of cellgr o w恥 M D Rl, m ultidrug re Sistan C el;MR P,
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の 腫瘍湖胞お よ び 腫瘍 と正 常 の 境界 に存在す る血 管内皮 に陽性
である と い う報告が ある4)5). しか しなが ら, P糖蛋白 は腫瘍内
の 血 管内皮 に は発現を認め な い こ と や P糖蛋白陽性腫瘍細胞の
割合が少な い こ と より グ リ オ ー マ に お ける薬剤耐性 に は他 の 耐
性国子 の 存在が考え られ る . グ リ オ ー マ にお ける その 他 の 薬剤
耐性因子 と して , 細胞 内で の 薬剤不活性化物質と して作用 し薬
剤耐性 に関与 し て い る メ タ ロ チ オネイ ン
6)や グ ル タ チ オ ン S- ト
ラ ン ス フ エ ラ ー ゼ
7)の 発 現, 薬剤 の 標 的物質であ る1､ ポ イ ソ メ
ラ ー ゼ の 遺伝子変化や遺伝子増幅 に よ る トポ イ ソ メ ラ ー ゼ 阻害
剤 に対する耐性
8)
, D N A修復酵素 であ る 0
6
- メ チ ル グ ア ニ ン ー
D N Aメ チ ル ト ラ ン ス フ ェ フ ァ ー ゼ 活性 の 上昇 に伴う ア ル キ ル
化 剤耐性9)な どが報告 さ れ てお り様 々 な方面か ら研究 が進め ら
れ て い る.
最近 , P糖 蛋白が関与 して い な い多剤耐性細胞株の 細胞膜 や
小胞体膜に分子量190 k Daの 膜蛋白 が発現 して い る こ と が 報告
さ れ多剤耐性関連蛋白 (m ultidrug re Sista n c e- aS SO Ciated pr otein ,
M RP) と命名さ れ た10). M R P は P糖蛋白と同 じA T P結合膜輸送
蛋白 の ス ー パ ー フ ァ ミリ ー に属す るが M R Pの ア ミ ノ 酸 配列 は P
糖蛋白の ア ミ ノ 酸配列 と相同性 は低く, 正 常組織 にお ける分布
も異な っ て い る こ と が 知 ら れ て い る. M R P は比較的新 しく そ
の 存在 が知 ら れ る よ う にな っ た蛋白で様々 な細胞株や臨床材料
で の M R Pの 発 現 と薬剤耐性 へ の 関与 の 研究
11)12) が 進め ら れ て
い る が , グリ オ
ー マ に お け る その 発現や薬剤耐性 に関す る機序
は十分解明さ れ て い な い . そ こ で 本研究 で は, グ リ オ ー マ 組織
標本 にお ける M R Pの 発 現 を逆転写 (re vers etrarlSCriptio n, R T)-
P C Rと 免疫組織化学的手法 を用 い て 検索 した . ま た , M R Pの
発現 と その 薬剤耐性 へ の 関与 を検討す る た め に M R P に特異的
な ア ン チ セ ン ス オ リ ゴ ヌ ク レオ チ ド投与 に よ る M R P発現抑制
と それ に伴う薬剤感受性 の 変化を ヒ ト グリ オ ー マ 細胞 株を用 い
て 検索 した .
材料 お よ び方法
Ⅰ . 材料
1996年か ら1997年まで の 間に 手術標本が採取 さ れ た2 0例 の
グリ オ ー マ を用 い た . そ の 痛理 組織学的分類 に つ い て は, 世界
保健機構(Wo rld He alth Organiz atio n)脳腫瘍分類 に従っ た
13)
.
内訳は 膠芽腫 短1ioblasto m a, gr ade Ⅳ)11例, 退形成星状細胞腫
(a n apla stic a str o cyto m a, gr ade Ⅲ) 6例 , 星 状 細 胞 腫
(a str o cyto m a, grade Ⅱ)3例で あ っ た . 対照と して は , 3例 の 脳
腫瘍 以外の 手術 で得 ら れ た 正常脳組織 を用い た . R N A と蛋白
の 抽出用標本 は手術摘 出後速 や か に 液体窒素で 凍結 し, -
135℃で 保存 した . 免疫 組織化学用 に は , 4 %パ ラ ホ ル ム ア ル
デ ヒ ドに て標本を固定後パ ラ フ ィ ン に て 包埋 し た . ヒ ト グリ オ
ー マ 由来の 細胞株と して U87 M G, U 251 M G, U 373 M G, T 98 Gの 4
種類を使用 した . 各細胞株の 培養 に は , 10 %牛胎児血清 (fetal
bovin e se ru m, F BS) (Gibc o, Gra nd Isr a nd, U S A), 0.3 mg/ml グ
ル タ ミ ン (日 水製薬, 東京), 100 U/mlペ ニ シリ ン (和光純薬 ,
大 阪), 100m g/mlス ト レ プ トマ イ シ ン (和光純薬)を含 ん だ
R P M I 1640(日 水製薬)培地 にて 湿潤37℃, 5 %CO2の 条件下 で
培養 した .
Ⅰ . 手術摘出標本 に お け る実験
1. R トP C R
l)P C R用プ ラ イ マ ー
ヒ ト M R Pの 塩基配列10)1
4)15)より , M R P に特異的 な セ ン ス
プ ラ イ マ ー と して 5,- A G A A C C T C A G T G T C G G G C A G C G-3,
(4 4 7 9- 4 4 9 9), ア ン チ セ ン ス プ ラ イ マ ー と し て 5
'
-
T C G C A T C T C T G T C T C T C C T G G G-3
'
(4985-5005)を設計 し, 合成
は 日 本 バ イ オ サ ー ビ ス (埼玉) に依託 した . 内部 コ ン ト ロ ー ル
に は グリ セ ル ア ル デ ヒ ト3- リ ン 酸脱水素酵素 短1yc e raldehyde-
3-Pho sphate dehydr oge n a s e, G A P D H) を 用 い , プ ラ イ マ ー
と し て は 既製品 (Str atage n e, LaJolla, U S A) を使用 した .
そ の 塩 基 配 列 は , セ ン ス プ ラ イ マ ー は 5
,
-
CC A CC A T G GCA A A T rCCA T G G C A-3
'
(213-236), ア ン チ セ ン
ス プ ラ イ マ ー は 5
'
T CTAGAC G G CAG GTC A G G T CC A C-3
'
(7 87-
8 10)で あ っ た .
2)総 帥 A の 分離 と R T ゼC R
総 R N Aの 抽出精製 は , C ho m c zyn ski ら
1 6)の 方法 に 基づ い て ,
Is ogen (ニ ッ ポ ン ジ ー ン , 東 京) を用 い た . RT-P C R反応 は ,
R N A PCR キ ッ ト (Perkin-Elm er, Br a n chbu rg, US A) を用い た .
すな わち , 0.6pgの 総 RN A を鋳型 と し,ラ ン ダム ヘ キサ マ
ー を
プ ラ イ マ ー と して 逆 転写酵素 に て cD N Aを合成 し た . 次 に各
m R N A に特異的 な プ ラ イ マ ー を用 い て , Taq ポ リ メ ラ
ー ゼ にて
cD N A断片 の 増幅 を行 っ た . P C R反応 に は D N A T he r m al Cycler
480(Pe rkin- Elm e r) を使用 した . 反応 は , 94 ℃ で3分間の 熱変
性後 , 94℃ で1分間, 60 ℃ で 1分間, 72℃ で 1分間 の 3ス テ ッ
プを 1 サイ ク ル と して 30回増幅 し た . 増幅後 の P C R反応産物
は2 % アガロ ー ス ゲ ル に て 電気泳動 し, エ ナ ジ ウ ム ブ ロ マ イ ド




4 %パ ラ ホ ル ム ア ル デ ヒ ドで 固定後, パ ラ フ ィ ン に 包捜 し た
標本より厚 さ4 m m の 切 片を作製 し, ポ リ ーしリ ジ ン (和光純薬)
処 理 ス ラ イ ド グ ラ ス 上 に張り付け乾燥さ せ た. キ シ レ ンを 用い
て 脱パ ラ フ ィ ン し, 1) ン 醸積衛生理食塩水 (pho sphate-bufEer ed
s alin e, P B S) で 洗浄後, マ イ ク ロ ウ エ ー ブ 処理 を行 っ た . 0.3 %
過 酸化水素加 メ タ ノ ー ル で 内因性 ペ ル オ キ シ ダ ー ゼ を失活 さ
せ , P B S で洗浄後, 非特異的反応抑制 の た め, ブ ロ ッ キ ン グ抗
体(正常 ウサ ギ 血 清)を宅温で 20分間作用さ せ た . 次 に , 一→ 次
抗 体 と して40倍 に希釈 した ラ ッ ト抗 ヒ ト MR Pモ ノ ク ロ ー ナ ル
抗体 M R Prl17)(ニ チ レイ , 東京)を室温で1時間反応 させ た 後,
二 次 抗体 の ビ オ テ ン 化 ウ サ ギ 抗 ラ ッ トIgG抗体 (Ve cto r
bv oratorie sIn c. , Bu rlinga m e, U S A) を室温で 30分反応 させ た .
ア ピ ジ ン ー ビ オ ナ ン ーヾ ル オ キ シ ダ
ー ゼ 複 合体 (avidin e-biotin-
pero xida s e co mple x) 法と0.005 %過酸化水素加0.02 % ジア ミ ノ
ベ ン チ ジ ン(3-3
'
-dia min oben zidin e) (Sigm a, St.Lo uis, U S A) 処理
に より発色 させ , ヘ マ トキ シリ ン で 核染色を行 っ た .
朋【. ヒ トグリ オ ー マ 細胞様 に お ける 実験
1. 定量 的K ｢P C R
M RPm R N Aの 細 胞株 に お け る発現を定量化す る た め 定量的
R T P C Rを行 っ た . 前 述 と 同様 の プ ラ イ マ ー を用 い て M R P と
G A P D H につ い て 反応 サ イ ク ル 数 が 20～ 36回 の R T-P C Rを行
い
, 検定曲線 を作成 し た
1即9)
. 増幅彼の P C R反応産物 は2 % ア
m ultidr ug r esista n c e- a S S O Ciated pr otein; M
′
IT, 3-(4,5-dim ethylthia z ol-2-yl)p2,5-diphe nyltetra z oliu m br o mide;
P BS,Pho sphate-bufftredsaline;RT,r e V e r S etr an S Criptio n
グ リ オ ー マ にお ける 多剤耐性関連蛋白の発現
ガロ ー ス ゲ ル にて 電気泳動し, エ ナ ジ ウ ム ブ ロ マ イ ドにて 染色
後, 紫外線照射装置Fa s- Ⅲ Croyobo) を用い て 検出した . M RP
m R N A の定量の際に は , アガ ロ ー ス ゲ ル 上 の P C R反応産物を,
画像解析 ソ フ ト (Qu antityOn e, Pr oteinba se sInc. , Hu ngtingto n,
US A) に て測定 し, 内部 コ ン ト ロ ー ル の G A P D H に対す る M RP
の 比で 半定量化した .
2. ウ エ ス タ ン プ ロ ッ ト
各細胞株 の 細胞数を2.5 × 10
5個 に そ れ ぞ れ 調節 し , P B S
(pH 7.4) で 洗浄後, 5 % 2- メ ル カ プ トエ タ ノ ー ル を含 むS D S積
衝液500plで 溶解後に, 音波処 理 し, 績 衝液内 で3分間温浴さ
せ た . 電気泳動 は he m mli2())のS D S-P AGE法に よ り行 っ た . ア
ク リ ル ア ミ ドゲ ル の 濃度 は7.5 % と し各試料10plを泳動 した .
電気泳動終了後 アク リ ル ア ミ ドゲ ル 上 に 分離さ れ た 蛋白を ニ ト
ロ セ ル ロ ー ス 膜(Cle arBlotM e mbra n e-P, ア ト ー , 東京) に転写
し, 0.1 %ツ イ
ー ン20 と 1 %牛血 清 ア ル ブ ミ ン を含 ん だ トリ ス
塩酸緩衝液で ブ ロ ッ キ ン グを行 っ た 後, 4 0倍 に希釈 し た ラ ッ ト
抗 ヒ ト M R Pモ ノ ク ロ ー ナ ル 抗体 M R Prlを4時間反応 させ た .
そ の 乳 ア ル カ リ ホ ス フ ァ タ ー ゼ 標識抗 ラ ッ トIgG抗体 と 1時
間反応 さ せ , ア ル カ リ ホ ス フ ァ タ ー ゼ 基 質 キ ッ ト (Ve cto r
h bo ratode sIn c.) を用い て 発色を行 っ た . 得 ら れ た バ ン ドを画




薬剤感受性試験 に は, ア ドリ ア マ イ シ ン (ad riam yCin , A D M)
(協和発酵, 東京) , V P-1 6(エ トポ ジ ド) (ブ リ ス トル ･ マ イ ヤ
ー ズ ス ク イ ブ , 東 京 ), シ ス プ ラ チ ン (cis-
diam minedichloroplatinu m, CDD P) (ブ リ ス トル ･ マ イ ヤ ー ズ ス
ク イ ブ), ニ ム ス チ ン [nim u stin e, 1-(4- a mino -2- m ethyl-5-
p yrimidinyl)m ethyl-3-(2-Chlo r o ethyl)-3-nitro s o u re a, A C N U] (三
共, 東京)を用 い た .
2)薬剤感受性試験
細胞株 の 各種薬剤 に対す る感受性 は Mo s m a n n21)の 方法 に若
干の 変更を加え た以 下 の 方法 によ り行 っ た . 対数増殖期 にあ る
細胞を トリ プ シ ン ーE D T A処 理後, 2× 104/ml に調整 し, この 細
胞浮遊液を96穴平底プ レ ー トに各穴180plずつ 蒔き, 同時 に各
種薬剤 の 希釈系列を加 え た系と薬剤 を加 えな い コ ン ト ロ ー ル
を, 湿潤37℃, 5 % C O2存在下 で72時間培養 した . 培 養後P BS
に溶解 し2 mg/ml と した3- [4,5- ジ メ チ ル チ ア ゾ ー ル ー2-ylト2,5-
ジ フ ェ ニ ル テ トラ ゾ リ ウム ブ ロ ミ ド (3- [4,5-dime thylthia zol-2-
yl] -2,5-diphe nyltetra zoliu m br o mide, M T T) (Sigm a) 溶液を各
穴に25再ず つ 加え て4時間培養 し, 上 清 を吸引 し, ジ メ チ ル ス
ル フ ォ キ シ ド(dim ethyls ulfo xide)を各穴20 0plず つ 加 えて プ レ
ー ト振迫器で 5分間撮達 し た . 各穴 の 吸光度を自動吸光度計 モ
デ ル 550マ イ ク ロ プ レ ー トリ ー ダ ー (Bio- Rad, Cali fomia, U S A)
を用い て 測定波長540n m, 対象波長630n m で 測定 した . 薬剤を
含まない もの の吸光度を コ ン トロ ー ル と して , 各種薬剤 の 希釈
系列を加えた系の 吸光度を コ ン トロ ー ル に対す る パ ー セ ン テ ー
ジで表し, 生 存率(%) と し た. 1回の 実験 は2穴 の吸光度 の平
均値をも っ て その 実験 に お ける生 存率の 値 と した . コ ン トロ ー
ル の吸光度を100 % として細胞生存率曲線を措き, 幾何学的に
50 %増殖抑制濃度(50% in hibitory co n c e ntradon ofce11gro w仇,
IC50)を求め 薬剤感受性の指標 とした . 感受 性試験はすべ て3回
行ない , それ ぞ れ の 試験 ご と に求め たIC瓢 値 の 算術平均を各紙
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胞株 の各薬剤 に対す るIC50と し各細胞株間で比較検討した. 各
細胞株間の薬剤耐性度 の 指標として, 各細胞株のI C餌 値を最も
耐性度 の低 い 細胞株のIC5｡億で 険した値 で相対耐性度(relativ e
resista nce)を求め た .
4. ア ン チ セ ン ス オ リ ゴ 法
1) ア ン チ セ ン ス お よ びセ ン ス オリ ゴ ヌ ク レ オチ ド
ヒ ト M R Pm R N A の開始 コ ド ン を含む5
,
領域 に相補的な20塩基
対(base pair s, bp) の フ ォ ス フ ォ ロ チ オ エ ー ト型 ア ン チ セ ン ス
オ リ ゴ ヌ ク レ オチ ドと して5
'
一A G C C C C G G A G C G C C A T G C C G-3
,
お よ び 対 照 と な る セ ン ス オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ドと し て 5, _




を 設計 した 1O)1 4)22). 合成は東
亜 合成(東京)に依託 した.
2) ア ン チ セ ン ス オ リ ゴ ヌ ク レ オチ ド投与後 の M R P蛋白 の 発
現量の 測定と薬剤感受性試験
T98 Gの M R Pの 発現抑制 によ る薬剤感受性 に対す る影響をア
ン チ セ ン ス オ リ ゴ 法で 検討 した 22)23). オリ ゴ ヌ ク レ オチ ドの 濃
度 は0.25pM としオリ ゴ ヌ ク レオ チ ドの 導 入効率を上げる た め
正 電荷リ ポ ソ ー ム の リ ポ フ ェ ク チ ン (5tlg/ml, Gibc o) を使用し
た . ア ン チ セ ン ス オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ドの M RPの 抑制効果 は
M R Pの 蛋白 レ ベ ル で の 発現量で確か め た . すなわ ち2× 10ソml
に調整 した T 98 Gを直径10c m の 培養 シ ャ ー レ に10 mlず つ 分
し10 % F B S加RP M I1640培地 で24時間培養 し, 無血 清培地に
て 2回洗浄後ア ン チ セ ン ス オ リ ゴ ヌ ク レ オチ ドと リ ボ フ ェ クチ
Tab lel･ R T-PCR and I HC
a)for MRP in su rgicalspecim en s
Patientn o. Age Se x
R T- P C R I H C
G liob lasto m a
An aplastic astr ocyto m a
Astro cyto m a
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ン を混合した無血清培地中で3時間培養 した . そ の 後10 % F BS
加 RP M I 164 0培地 にて1回洗浄後10 %FB S加 R P M 1 164 0培地で
48時間培養後, 再 び同様の 処理を行っ た . 2度 目の 処理の 24時
間後, 細胞を1.25× 10
6個に 調節しS D S緩衝液250pl で溶解後 ,
それ以降の 処理 は前述の方法に したが い , ウ エ ス タ ン プ ロ ッ ト
を行い 発現量を半定量化 した . コ ン トロ ー ル と し て , 0.25pM
の セ ン ス オ リ ゴ ヌ ク レオ チ ドと5p g/ml のリ ポ フ ェ クチ ン を混
合 して 同様 に処理 した もの と無血清培地の み を加え たもの を用
い , M R P蛋白の 発現量を半定量化 し比較検討 した . M R P発現
抑制 にお ける 薬剤感受性 へ の 影響 は次の よ う に行 っ た. すなわ
ち9 6穴平底 プ レ ー ト に2× 10ソml に調整 した 細胞浮遊液を各
穴200山ず つ 蒔き , 10% FBS加 R P M I 164 0培地で 24時間培養
後, 無血 清培地 に て2回洗浄後0.25pM の アン チ セ ン ス オリ ゴ
ヌ ク レ オチ ドと5ug/mlの リ ポ フ ェ クチ ン を混合 した培地中で
3時間培養 した . そ の 後10 % F B S加 RP M I 164 0培地 にて 1回洗
浄後48時間同培地で培養し再び同様の ア ン チ セ ン ス ヌ ク レ オ
チ ドの 処理 を行 っ た . そ の 後, 薬剤 の 希釈系列を加え た系と薬
剤 を加えない 系 で 娼 時間培養 し. つ い で M TT溶液を用 い て
IC馳値を求め た .
5. 統計学的処理
統計学的有意差 は, F検定 によ る等分散 の検定 を行 い , 分散
が 等 し い と き に は Stude nt
,
s の t検定を , 等 しく な い 時 に は
Weich
,





M RP と G A P D H のcD N A はそれ ぞ れ527bpと6 00bp の バ ン ド
と して検出さ れ た . M RPmR N Aの 発現 は グ リ オ ー マ の 20例 中
12例 にみ られ た . 病理 組織別で は , 膠芽脛で は11例 中9例 に ,
退形成星状細胞腫 で は 6例中3例 に み ら れ た が , 星状 細胞腫 に
は 発現はみ ら れ な か っ た . ま た , 正 常脳組織 で は , M R P
m RN A の発現は み ら れ なか っ た (図1).
2. 免疫組織化学(表1)
グリ オ ー マ に お ける M RP の発現 は腫瘍細胞 の 細胞質に顆粒状
Fig.1. Re v e rsetr an s c riptitio n･P C R(R T-P C R)a nalysis of
mR N A fbr m ultidrug reSistan C e･ aS SO Ciated prot ein (M RP)in
hu m anglio m as a ndco ntr ol brain .cD N Aw a synthesiz ed 血
･
O m
O,6/L g Oftotal R N A. Expre ssion ofglyc e r aldehyde 3
-
Phosphate dehydrogFn aS e(G A P D H) w a salso studied a s an
inte rn alc o ntrol. M R Pand G A P D Hw e resubjectedto30cycle s
Of P C R, and theproductswe re res oIv edo n2%agarO Segel and
visualiz ed by eth idium bromidestaining. bn el, m arker;1an e
2-5,diobla sto m a s;1a n e6･7, an叩Ia stic astro cytom a s;lane8-9,
astr o cytom a s;1an elO, COntrOl brain.
に陽性 シ グ ナル と して み られ た. グ リ オ ー マ の 組 織別で は , 膠
芽腫 で は 11例中9例, 退 形成星状細胞腫で は6例中3例 に陽性
であっ たが , 星状細胞腫 に は 発現 は み ら れ なか っ た (図2). ま
た , 正常脳組織 で は , M RP の発現 は み ら れ なか っ た .
Ⅰ . ヒ トクリオ ー マ 細胞株
1. 定量 的R トP C R
各細胞株間 で の M R Pの m R N Aレ ベ ル で の発現量を定量的
R r P C R法で測定した . 横軸にサ イク ル 数 , 縦軸 に は 増幅産物
の シ グ ナ ル 強度をプ ロ ッ ト した 検定曲線 で は , 527bpの M RP
cD N A断片 の 増幅 は2 0 サイ ク ル か ら30 サ イ クル まで は直線的
に進行 し た が それ 以降は平坦化 した (園3一朗 . 従 っ て, M R Pの
ⅣトP C R は, 定量 性を持 つ と考えら れ る増幅サイ ク ル 数26回の
条件 で行 っ た . 補 正 比較 の方法として , G A P D Hを内部 コ ン ト
ロ ー ル と して 用 い た . 対照の G A P D r =こ つ い て も同様な検定曲
線を作成し, 増 幅サ イ ク ル 数24回の 条件 で コ ン ト ロ ー ル 反応
のR r P C R を行 っ た . M R Pm R N Aの 発現畳は U87 MG が最も少
なく , つ い で U 251 MG, U 373M G, T 98 Gの 順 に多く発現 して お
り, T 98G の 発現量 は U 87 M Gの 発現畳 の 約4.5倍で あっ た (図
ふB).
2. ウ エ ス タ ン プ ロ ッ ト(園4)
Fig.2. Im m u n ohist oche mic al staining fo r m ultidrug
re si ta nc e-a SSOCiated protein (M R P)in the hum a nglio mas.
M R Pw a s re acted withrat m o n o clonalantibody M RPrlusing
biotinylated anti- ratIgGandavitdin-biotin-pe rO Xidas ec o mple x,
and w as c o u nte rstain ed with hem ato xylin . (朗Glioblastom a.
(B)As tro cyto ma. ㈱ , × 200;胆), × 150.
グリ オ ー マ に お ける多剤耐性関連蛋白の 発現
M RP蛋白 は, 190k Daの バ ン ドと して検出さ れ , すべ て の 細
胞株 に お い て 発規が み られ た ･ その 発 現量は U87M Gが 最も少
なく , つ い で U 251 M G, U 373 M G, T 98 Gの川副二多く発現 して お
り, T98 Gの 発現量は U 87 M Gの 発現量の 約4･4倍で あ っ た ･
3. 薬剤感受性試験(図5)

























Fig, 3. Qu a ntitativ eR T P C Ran alysis of M R Pm R NA in glio m a
c ell lin e s. P C Rw a spe rfor m ed for20to 36 cycle s at2-CyCle
inte rv al in U 251 M Gc ells,theinte n sitie s oftheprodu cts w e re
m e a s u r ed(A). M R Pw a s s ubje cted to 26cycle s of P C R･
G A P D Ha s a ninte rnalc o ntr oIw a s s ubje ctedto 24cycle s of
P C R(B). Lan el, U 87 M G;1a n e2, U 251 M G;1an e3, U 373 M G;
1a ne 4, T 98 G. The r elative am o u nt of M R Pm R N Aw e r e
analyz ed by qu a ntitativ eRTIP C Rm ethod a nd sta ndardiz ed by
the a mo u ntof GA P D HmR N A.
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い ずれ の 薬剤 に対 し て もU 87M Gの IC5｡條が 最も低く, 他 の 細
胞株 のI C5{,値を U 87 M GのIC5()値 で 除 して U 87 M G に対する相対
耐性度をそ れ ぞ れ 求め た. い ずれ の 薬 剤に 対 してもT 98 G は耐
性度が最も高くA D M に対 して 28倍, V Pq16 に49倍 , C D D P に
8.3倍 , A C N U に 17倍 の 相対耐性度を有 し て い た . A D M, V P-
16, C DDP の 3種類 の 薬斉りに関 し て は ､ U 8 7 M G, U 25 1 M G,
U373 M G, T98 Gの 順 に耐性度が高くな っ て い た . A C NU の 感受
性 は U 87 M G, U37 3 M G, U 251 M G, T9 8 Gの)l馴こ耐性度が高く な
っ て い た .
4. ア ン チ セ ン ス オ リ ゴ 法
1)M RP蛋白の 発現量 の 変化
ア ン チ セ ン ス 及び セ ン ス オリ ゴ ヌ ク レ オ チ ドを T9 8 G に投与
し, M RP蛋白 の 発現量の 変化を ウ エ ス タ ン プ ロ ッ ト法を行 い
検討 した . そ れ ぞれ の オ リ ゴ ヌ ク レ オチ ドの 膿度 は0.5pM 以
上 の 濃度 で は細胞毒性が強い た め0.2 5pM と した. そ の 結果ア
ン チ セ ン ス オリ ゴ ヌ ク レ オ チ ド投与 によ り MR P蛋白発現量は
セ ン ス オ り ゴ ヌ ク レ オ チ ド投与時 の 約25 % に抑制 さ れ た (図
6). セ ン ス オリ ゴ ヌ ク レ オ チ ドの 投 与で は M R P蛋白の 発現量
は抑制 され ず, オリ ゴ ヌ ク レオ チ ド非投与の 無血 清培地で の 発
現量と同等であ っ た .
2)ア ン チ セ ン ス オリ ゴ ヌ ク レ オチ ド投与 によ る 薬剤感受性 の
変化(図7)
ア ン チ セ ン ス オリ ゴ ヌ ク レ オ チ ド投与彼の T 98 G にお ける薬
剤感受性の 変化をM T T溶液 を用 い た 方法で検討 した . ア ン チ
セ ン ス オ 1) ゴ ヌ ク レ オ チ ド投与彼の A D M, V P-16, C D D P に対す
るIC5｡値は セ ン ス オリ ゴ ヌ ク レ オ チ ド投与後のI C5()備 に比 し て
有意に低下 して おり, そ れ ぞ れ の 薬剤 に 対する感受性は6.2倍,
6.6倍 , 4.3倍 に増加 して い た (表3). しか し, ア ン チ セ ン ス オ
:‡ ユ M RP
Fig.4. We ster nblot an alysIS Of M RP in glio m ac elllin es- Cell
lys ates w er elo aded o n7,5%polya eryla mide gel,tra n Sfe rr ed
onto nitr o c ellulo s e m e mbr a n e, a nd w er edete cted by r at
m on o clo n al antibody again st M R P･ La n el,U 87 M G;1a n e2,
U 251 M G;1a n e3, U 373 M G;1an e4,T 98G.
Table2･ Sen sitiv lty Of hu ma nglio ma cel1 1ine st ofo ur antican cer agents






(笥) (ニ詣) R R) (謂) R R (詞)
ADM O.036± 0.0028
b)
0.06 4±0.0098 l.8 0･93 士0･19 26 1･0±0･1 0
VP-16 0.85士0.1 0 6.7±2.2 7.9 2 6±7 ･1 3 1 4 2 士3･9
CD D P l.2±0.22 2.2 土0.6 6 1.8 4.7±0･25 3･9 10± 1･5












a)IC5｡,50 % inhibitory co n c entratio n ofc ellgro wth･
b)Ea chvalu eis烹±SD of thre e e xperim e nts･











0.6Z 5 1.Z 5 2.5 5 10 之O
CD DP(〃 M)
Fig.5. Gr o wth inhibitio n c u rv e Ofglio ma cell lin es to A D M(A), V P-16(B), C D D P(C) a nd A C N U(D)･ Su rvivingfr a ctio n s w e re
deter min ed by M T Ta ss aya sde sc ribed in M ate rials a nd Methods. 0, U 87 M G;●, U 251 M G; △ U 373 M G; ▲ , T98 G･
Fig.6. Effe ctofa ntis e n s e oligo n u cle otide tr e atm e nt o nM RP
pr oteinlev el in T 98 Gc ells(We ste rnblot an alysis). T 98 Gc ells
w e retre atedtwic e with a ntis ense or se n s e oligo n u cle otide
co mple x ed with 1ipofe ctinfbr ape riod of3 hr wi thaninte rv al
of 4 8 hr betw e e n e xpos ures . Pr otein w a sis olated a ndthe
lev els of M RPprotein we requ andtated 24 hr afte rthe s e c o nd
tr e atm e nt. La n e l, S e r u mfr e e c o nditio n witho ut
oligo n ucle otide tre atm e nt;1an e2, a ntise n s e oligon u cle otide
tre atm ent;1an e3, S e n S e Oligo n u cle otidetr e atm ent.










0.3 4±0.10* 2.1 ±0.60
b)
9.3 ± 4.9* 61 ± 10
4.2 ± 1.9* 18±5 .6
850 ±160 920±180
a)IC50,50% inhibitory co n centration ofc ellgro wth･
b)Ea chvalu eis意±SD ofthre e e xperim e nts･
*P<0,05asco mpared toI C50 0fse ns e･


































0.016 0.0 8 0.4 Z l O 50
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31.25 6 Z.5 1 2 5 250 5001 00
A C NU(ル M)
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Fig･7･ Effe ctofantis e n se oligo n u cle otidetr e atm enton the se n sitivity of T98 Gc ells to A D M仏), V P-16(B), C D D P(C)a nd A C NU(D).T98 Gc ells w e r etre atedtwicewith antke n s e o r se n seoligo n u cle otide c o mple x ed with lipofe ctinfo r ape riod of 3 hr with aninte rv alof 48
hr betw e e n expo su re s a nd gr o wth inhibitio n w er e m e a sured by M T Ta ss ay a sde s c riv ed in Materials a nd Methods. ▲ , a ntis e ns e
Oligo nu cle otidetre atm e nt;○, Se n Se Oligo n u cle otidetr e atm e nt.
リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド投与 にお い て も, A C NUの 耐性度 には 有意 な
変化は み ら れ な か っ た .
考 察
腫瘍細胞 の 薬剤耐性 に関する様 々 な分子機構 と して , 細胞 膜
の 変化 に より細胞外 へ の 薬 剤の 排出尤進 に よ る もの と し て P糖
蛋白 の 発現 3), 薬剤の 標的 が 変化 し, 薬剤 の 阻筈効果を逃れ る
機構と して トポ イ ソ メ ラ ー ゼ 阻害剤 に対する耐性機構2
′1)
, 細胞
内に移行 した 薬剤を不括化する解毒機構 と し て メ タ ロ チ オ ネ
イ ン 2 5)や グル タ チ オ ン S一 トラ ン ス フ エ ラ ー ゼ 2 6)の 発現, メ ト ト
レ キセ ー トの 標 的酵素である ジ ヒ ドロ 葉 酸還元酵素の 遺伝子増
幅 によ る メ ト ト レ キ セ ー ト耐性 27), ア ル キ ル 化剤 に よ る D N A
損傷を修復す る 06- メ チ ル グ ア ニ ン ーD N Aメ チ ル トラ ン ス フ ェ ラ
~ ゼ 活性 の 上 昇 に よ る ア ル キ ル 化剤耐性 28)な どが 知 ら れ て い
多剤耐性の 原因 とな っ て い る 蛋白 と して 発見 され たP糖蛋白
は構造に類似性の ない 薬剤 と直接結合 し, A Ⅳ加水分解の エ ネ
ル ギ ー を用 い て 相月包外 へ 薬剤を能動輸送 し細胞の薬剤耐性獲得
に関与す る こ と が 知 られ て い る 3). こ の P糖 蛋白 は主 に細胞膜
に発現 し, 多剤耐仲遺伝√･ (m ultidr ug re sista n c el, M D Rl) に
よ り コ ー ド され る こ と が 明ら か に な っ て い る 2別 . 臨床白勺には 免
疫組織化学的 に P糖蛋=の 検索 や R T-P C R法 を 川 い た M D R l
InRN Aの 検索な どが 行わ れ て お り, 血液腫瘍や囲形腫瘍で そ の
発規 や 臨席 に お け る 薬剤耐性 と の 関係が雑音 され て い るこl り). 中
枢神経系に お い て は脳 の 毛舶用L管内皮糾胞に特異的に発現 し て
い る こ と が 知ら れ て い るこil). ま た, グ リ オ ー マ にお い て ほP糖
責lてげ 膿瘍細胞膜自身 に発現 して い る と の 報告
∠l)
や 腫瘍と止三常
の 境界 の 毛細 血管内皮ク)党規 の 報 告5)が ある . こ れ ら の こ と か
ら , P糖蛋白が グ リ オ ー マ の 薬剤耐性 の-→/-･ 囚と な っ て い る こ と
が 示唆 され て い る が , P糖蛋白の 発現 し て い る腫傷細胞 の 割合
が少 な い こ と や 腫瘍内の 血 管内皮 に は発現が み ら れ な い こ と か
ら グ リ オ ー マ に は他 の 耐性機構が存在 して い る こ と が考えら れ
る
･ そ こ で , 本研 究で は P糖蛋白 の 関与 しな い 多剤耐性細胞よ
り見 つ け られ た M RP に着目 して グリ オ ー マ に お ける 薄利耐偲
に対す る M R Pの 役割を検討した .
M R P は P糖黄白 の 関与 し な い 多剤耐性蛋白 の 1 つ と し て ,
Cole ら 10)に よ り ヒ ト肺小細胞癌 の A D M耐性細胞株より そ の
CD N A が分離 され た . M RPもP糖蛋白と同様にA T P結合 力セ ッ
40
ト ス ー パ ー フ ァ ミ リ.
- の 一 員で あ るが , P糖蛋白と は異 な り抗
癌剤や耐性克服剤と は 直接結合せず, そ の 細胞内局在 は細胞膜
よりもむ し ろ小胞体 に存在す る こ と が 明 らか に な っ て い る
3 2)
.
ま た, M R Pの ア ミ ノ 酸配列は P糖蛋白の ア ミ ノ 酸配列 と相同性





, 培養細胞 に M R PcD N Aを導 入 して M RP
を発現 させ た と こ ろ , 導入細胞 は A D M, W -16, ビ ン ク リ ス チ ン
に耐性 と な り多剤耐性 にな っ た こ とを報告 して い る . 臨床例 に
お い て も蛋白お よ び m R N A レベ ル にお ける 検索が なさ れ, 膀胱
癌3 3), 消 化器癌34), 肺癌35), 乳癌36), 網膜芽細胞腫
37)
, 急性白
血 病3 8)な ど で その 発現 と予後 な どと の 関係 が 報告さ れ て い る .
中枢神経系 に お い て は, 正 常脳組織 で は M R P蛋白 お よ び M RP
mR N Aの 発現 が き わ め て低 い こ と が
12)39)
, ま た グリ オ ー マ 細胞
株 にお い て は M R Pm R N A高発現と薬剤耐性 の 関与な ど が報告
され て い る
40)
. 本研 究 の グ リ オ ー マ 組織 標本 に お け る M R Pの
発現 は, R T P C R法 にお け る m R N Aレ ベ ル の 発 現 と免疫組織化
学 にお け る蛋白 レ ベ ル の 発現は 一 致 して お り, また正常脳組織
で は発現 は み ら れ な か っ た . 免疫組織学的検索 に お い て は グリ
オ ー マ の 悪性度 に伴 い M R P陽性腫壕細胞数が増加す る傾向が
み ら れ た . 今 回の 手術摘出標本 はす べ て初発例 であり腫癌細胞
に み ら れ た M R Pの 発現 が 悪性 グ リ オ ー マ にお ける 薬剤自然耐
性 の 山 部 に 関与して い る こ と が 推定 さ れ た . こ れ ま で に M RP
の 発 現は A D M, V P-1 6, ビ ン クリ ス チ ン の 耐性 に 関与 し て い る
と い わ れ て い る が
11)41)
, 最近 に な りM R P がAT P依存性 に グ ル
タ チ オ ン 抱 合体を輸送する グ ル タ チ オ ン抱 合体排出ポ ン プ の1
つ を コ ー ドして い る こ と が 明ら か にな っ た 4 2卜 44). グ ル タ チ オ
ン抱 合体排出 ポ ン プは グル タ チ オ ン抱 合体, 酸化型 グ ル タ チ オ
ン
,
シ ス テ イ ニ ル ロ イ コ トリ エ ン な どを輸送す る こ と に よ り,
炎症の 際 に生ず る酸化物の 代謝や , 化学物質 の 代謝な どに 生 理
的 に重要な役割を果た して い る とされ , C D D P に対する耐性 へ
の 関与も示唆 さ れ て い る
45)
.
本研 究 に 用 い ら れ た4種類 の 細胞株間の M R Pの 発現量を検
討す る と m R N A お よび蛋白 レ ベ ル にお い て , その 発現量 は ほ ぼ
一 致 して い た . ま た, それ ぞれ の 細胞株 の 薬剤感受性 を検討す
る と M R Pの 発現量 と各細胞株の A D M, V P-16, C D D P に対す る
相対耐性度が よく相関 して い た . こ の 結果 は , M RPの 発現 が
こ れ ら の 薬剤耐性 と密接な関係 にあ る こ と を示唆 し て い る が
M R P が直接的 に こ れ ら の 薬 剤 に お ける耐性 を担 っ て い る か は
示 され て い な い . そこ で 次 に, M R P発現 の 薬剤耐性 へ の 関与
を検討する た め M R P に特異的な ア ン チ セ ン ス オ リ ゴ ヌ ク レ オ
チ ドを用 い た M R P発現抑制実験を行 い , M R Pの 薬剤感受性 に
及 ぼす影響 を検討 した . 今回使用 した フ ォ ス フ ォ ロ チ オ エ ー ト
型 オ リ ゴ ヌ ク レ オチ ドは 通常の オリ ゴ ヌ ク レ オ チ ドに 比 しヌ ク
レ ア ー ゼ 耐性 で安定性 が高く , 水溶性溶媒 に溶けやす い こ とが ,
ま た正電荷 リ ポ ソ ー ム は オリ ゴ ヌ ク レ オチ ドの導 入効率を上 げ
る こと が知 られて い る 23)46). ste w a rtら22)は, M R PcDNAを遺
伝子導入 した 細胞 に M R Pの ア ン チ セ ン ス オ リ ゴ ヌ ク レ オチ ド
を投与す る こ と に より M RPの 発 現が m R N A と蚕白 レ ベ ル で 抑
制され , A D Mの感受性が高 ま る こ とを報告 して い る . M R Pの
半減期は M RP cD N Aを遺伝子導 入 した細胞で は19時間, 薬剤
負荷 に より M R Pを誘導発現 させ た細胞 で は15～ 1 馴寺間と考え
られて い る こ と よ り 仰 , 今回の実験 で は ア ン チ セ ン ス オ リ ゴヌ
ク レ オチ ド初回投与後48時間後 に2回目の 投与を行 い ア ン チ セ
ン ス オリ ゴ ヌ ク レオ チ ドの2回投与 に よ る M R P発現抑制効果
を検討 した . 発現抑制 に は M R Pの 発現量が最も多く相対耐性
度が最も高 い T 98 Gを使用 した . そ の 結 果, ア ン チ セ ン ス オ リ
ゴ ヌ ク レ オ チ ドの 2 回投与 に よ る M R P蛋白の 発現抑制 の 程度
は初回投与 より78時間後で セ ン ス オリ ゴ ヌ ク レ オ チ ド投与群
の 約2 5 % に減少 し て い た . ま た , 薬 剤 感受性 に関 し て は ,
A D M, V P-16, C D D P に対す るIC5 ｡が セ ン ス オ 7) ゴ ヌ ク レ オチ ド
投与時 のI C5 0に 比 べ て 有意 に低下 して い た . こ の 結 果は M R P
の 発現 が , A D M, V P-16, C D D P に対す る の 耐性 に関与 し て い る
こ と を示唆 して い る . 今回の 実験 で は オリ ゴ ヌ ク レ オ チ ドの 過
度を0.25pM と した がこ れ 以 上 の 濃度で は 細胞毒性が強くな る
た め , ア ン チ セ ン ス オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド投与 に よ り M RPの 発
現 レ ベ ル を さ ら に 低下さ せ る た め に は別 の 標的配列 や他 の 導入
法な どを検討す る必要が あろう .
本 研 究 の 結果 , グ リ オ ー マ 組 織 に お い て は 腫瘍細胞 で の
M R Pの 発 現 は組織学的悪性度 に相関す る傾向 が み られ , ヒ ト
グリ オ ー マ 細 胞株 にお い て はそ の 発現 が多剤耐性 に関与 して い
る こ と が 推測 され た . 治療前 に すで に M R P が発現 し, 多剤耐
性 の 形質を獲得 して い る こ と が 臨床 上 の 悪性 グリ オ ー マ の 化学
療法抵抗性 に強く関 わ っ て い る こ と が 示唆 され た . M R P に特
異的な ア ン チ セ ン ス オ リ ゴ ヌ ク レオ チ ドを腫瘍内 に局所投与す
る こ と に よ っ て M R Pの 発現 を抑制す る こ と が で きれ ば , 現在
の 化学療法の 限界を克服でき る可 能性があ る .
結 論
グリ オ ー マ 摘出標本 お よ び 4種類 の ヒ ト グリ オ ー マ 細胞株 に
お け る M R Pの 発現 と そ の 意義 に つ い て 検討する ため R TIP C R,
免疫組織化学 , ウ エ ス タ ン プ ロ ッ ト, 薬剤感受性試験 お よ び ア
ン チ セ ン ス オ リ ゴ法 を用 い て検索 し以 下 の 結 果 を得た .
1. グリ オ ー マ 摘出標本 にお い て , M R Pm R N A と M R P蛋白
は膠芽腫 と過形成星状細胞腫 に み ら れ た が , 星状細胞膜と 正 常
脳組織 に は み られ なか っ た . 免疫組織化学的 に は M R P蛋白 は
腫瘍細胞内に顆粒状 に み ら れ , 悪性 度に 伴い 陽性細胞数が増加
す る傾向が み られ た .
2
.
ヒ ト グ リ オ ー マ 細 胞 株 に お い て は , M R Pの 発 現量 と
A D M, V P-16, C D D P に対す る薬剤耐性度 と の 間に は 強い 関連性
が み ら れ た .
3. ア ン チ セ ン ス オ リ ゴ 法 に よ る M R P発現抑制 に よ っ て
A D M, V P-16, C D D P に対す る薬剤感受性が増強 した が , A C N U
に 対する感受性 に変化 は み ら れ な か っ た .
以 上 よ り, グ リ オ ー マ に発現 して い る M R P は自然多剤耐牲
に重要な役割 を果 た して い る こ と が 示唆 さ れ た .
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A bstra ct
T he pr e se nt study wa sperfo rm ed to inv e stigate whethe r m ultidrug re sistan ce
r as so ciated protein(M R P)isin v oIv ed in
intrin sic drug resista n c eof hu m a ngliom as･ Expres sion of M R Pwere studied by re v e rs etra nscriptio n
- P C R(R T-P C R)and
im m un ohistochemistryin su rgic alspecim e n sof 2 0gliom a s(1 1glioblastom as,6 anapla stic astro cyto m a sand 3astro syto m as),
3 br ain tissu e sand 4glio ma c ell lin es(U 87 M G, U 2 5 1 M G, U 3 7 3 M Ga nd T 9 8G). M R Pe又PreSSionlevelsin thehu m a nglio m a
c ell line s w e r eas s e s s ed by qu a ntitativ e R T
-P C Rand Weste r nblota nalys e s. C he m o s e n sitivity to adriamycin (A D M),
et oposide(V P-1 6), Cis-dia mmin edichloroplatin u m(C D D P)a nd nimu stine[1-(4- amino-2p m ethyト5LP yrimidinyl)m ethyト3-(2-
chloro ethyl)-3- nitr o s o u r e a, A C N U],deter min ed by M T Ta s s ay, W a S e V alu ated in the c e11 1ine s. Expre ssion ofM R P in su rgic al
specim e ns w a sdete c ted in 9 0f l lglioblasto m a sand 30f6 a n apla stic a strocytom a sby R TdPCR a nd im m unohistochemistry･
M R Pw a s n ot dete cted in allastr o cyto m as and n o rm albr ain tiss u es. Im m u n ohisto chemical e xamination re ve aled that M R P
appe a red a sgra n ular CytOPla smic stainingin tu mor cells･ Qua n tiative a nalysesin hum an glio m a c ell line sre vealedthat the
M R Pm R NA a ndproteinle v els wereincre a s ed4.5-fold in the T98G c ells as c ompar edtoU87 MG. In the glio m acell line s, the
degr e eof se nsitivlty tO A D M, V P
-16 a nd C D D Pap peared to co r relate with their respe ctive M R Pe xpre s sio nlevels･ T9 8 G
cells show edrelativ e resistant2 8-fbld(the r atio of I C5OOfthe m ostr e si ta ntT 9 8 Gcellst o thatof m o stsen sitive U 87 M Gc ells)
fo rA D M, a nd also c ros sM r eSista nt t oothe rdrugs , including V P
-16(49Nfold), C D D P(8.3-fold)and A C N U(1 7-fold).
Treatm e nt with the antis e n s e oligo n u cleotide ta rgeted to theinitiatio nc odo n r eglO nOfthe M R Pm RNA r educ ed thelev elof
M R Ppro tein to2 5% of se n s eoligo n u cle otide tre atm e ntin W e ste rnblot a n alysISin T 98 Gc ells. Sen sitiv ltytOA D M, V P-1 6
a nd CD D Pwas slgnific a ntlyin c re a s ed in a ntis ense tre atm e ntc ells as c om par edto s e n setre atm en t c ells. In contrast, n OChange
in s e n sitiv lty tOA CNU e xistedin T 9 8 Gc e11s e v e n with antis e n setr e atm ent. The s e re s ultsindicate that M R Pe xpr e ssio nis
r elatedtointrinsic m ultidr ugr e sista n c ein hu man gliom a s.
